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ABSTRACT
Ten Rhizopus were screened for their extracellular lipolytic activity. All strains showed lipolytic activity with diffferent activities.
R. microsporus var. rhizopodiformis (Cohn) Scipper & Stalpers UICC 520 (4.52 unit/ml) and R. microsporus var. oligosporus
UICC 550 (2.58 unit/ml) showed a high lipolytic activity in screening medium containing 5% pepton and 1% glucose (b/v) without
a lipid substrate after 24 hours of incubation at room temperature.
Kata kunci: Enzim ekstraselular, lipase, Rhizopus, University of Indonesia Culture Collection (UICC).
PENDAHULUAN
University of Indonesia Culture Collection
(UICC) merupakan unitkoleksi biakan di Laboratorium
Mikrobiologi, Departemen Biologi FMIPA-UI,didirikan
Tahun 1980; menjadi anggota ke 63 dari Worlds
Federation on Culture Collection. Koleksi UICC
merupakan biakan mikroba indigenous di Indonesia
yang penting bagi industri pangan, lingkungan,
pertanian, molekular genetik, fermentasi, produksi
enzim dsb. UICC memiliki visi untuk konservasi
keanekarangaman mikroorganisme di Indonesia. Saat
ini jumlah koleksi telah mencapai 2.115 biakan terdiri:
43 bakan bakteri, 479 biakan kapang dan 1.933 biakan
khamir.
Lipase (triacylglycerol acilhydrolases,
E.C.3.1.1.3) adalah enzim yang mengkatalisis reaksi
hidrolisis dari lipid (triasilgliserol) menjadi
diasilgliserida, monoasilgliserida atau gliserol, dan
asam-asam lemak bebas (Pandey et al., 1999). Lipase
telah digunakan dalam industri makanan seperti pada
proses penggantian subtituen cocoa butter (Mojovick
etal., 1993)atauteh(Ramarethinamefa/.,2002). Dalam
industri kosmetik, lipase digunakan sebagai emulsifier
dan pelembap (Sharma et al., 2001). Lipase juga dapat
diaplikasikan pada produksi biodiesel dan biopolimer
(Fukuda et al., 2001; Hama et al., 2006). Lipase
diproduksi oleh beberapa mikroorganisme, tumbuhan,
dan hewan. Pada umumnya produksi lipase yang
diproduksi untuk tujuan komersial berasal dari
mikroorganisme (Sharma et al., 2001; Zhang et al.,
2003).
Penapisan produksi lipase terus dilakukan
terhadap sejumlah strain baru dari kelompok kapang
Rhizopus yang ada di koleksi biakan UICC, karena
Rhizopus spp. adalah kelompok kapang yang dikenal
sebagai mikroorganisme penghasil enzim lipolitik.
Kelompok Rhizopus yang telah diketahui sebagai
penghasil lipase komersial adalah R. arrhizus, R.
delemar,R.japonicus, R. niveus dan R. oryzae (Sharma
etal., 2001).
Explorasi terhadap koleksi UICC telah banyak
dilakukan, misalnya untuk penelitian lipase, sebanyak
21 biakan Rhizopus terpilih diuji aktivitas dengan
metode rhodamine B, semuanya menunjukkan zona
bening (halo) karena adanya aktivitas lipase.
Pengujinan lain menunjukkan bahwa pada fermentasi
cair menghasilkan satu biakan Rhizopus oligosporus
UICC 542 menunjukkan aktivitas yang tinggi (15,89
unit/mg). Hasil karakterisasi partial menunjukkan enzim
tersebut memiliki pH optimum 7,5 dan memiliki dua suhu
optimum 35°C (65,67 unit/mg) serta 45°C (55,67 unit/
mg) (Mangunwardoyo et al., 2004).
Tujuan penelitian adalah penapisan aktivitas
lipase sepuluh biakan Rhizopus koleksi University of
Indonesia Culture Collection (UICC).
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BAHANDANMETODE
Bahan
Mikroorganisme yang digunakan dalam
penelitian adalah sepuluh biakan micro-Rhizopus
koleksi UICC yang diisolasi dari tempe dan bahan lain
berasal dari berbagai daerah di Indonesia,
pengelompokan biakan dalam micro-Rhizopus
berdasarkan Schipper dan Stalpers (1984) (Tabel 1).
Pembuatan inokulum dan enumerasi spora kapang
Sebanyak 4 ml akuades steril dimasukkan ke
dalam tabung reaksi berisi kapang Rhizopus yang telah
berumur lima hari secara aseptis. Biakan tersebut
kemudian dikerik perlahan dengan menggunakan jarum
ose untuk memperoleh suspensi spora. Suspensi spora
dikocok agar homogen. Selanjutnya ditentukan jumlah
spora per ml akuades dengan metode Count Forming
Unit (CFU) (Gandjar et al., 1992).
Medium basal
Medium basal yang digunakan adalah metode
Samad et a/. (1990) yang dimodifikasi dengan metode
Ellibol dan Ozer (2002) terdiri dari pepton 50, glukosa
10, KH2PO4 0,5, KjHPO^ H20,0,5, MgSO4.7H2O0,5
(g/1) dalam akuades dengan pH 6,0.
Penapisan aktivitas lipolitik sepuluh biakan Rhizopus
Sebanyak 0,2 ml suspensi spora (0,73-9,05 x
106spora/ml) diinokulasikan dalam erlenmeyer 100 ml
yang berisi medium basal 20 ml dengan pH 6,0. Setiap
perlakuan diulang tiga kali (triplo). Inkubas:
menggunakan shaker incubator pada suhu ruang (2~-
30°C)dankecepatanpengocokan HOrpm. Pemanenar
dilakukan pada jam ke 24,48 dan 72. Hasil fermentas:
disaring dengan kertas Whatman nomor 1. Aktivitas
lipolitik ditentukan berdasarkan metode titrasi (Samac
et al., 1990) dan biomassa dikeringkan dalam oven SO"
C hingga konstan. Perhitungan berat kering biomassa
ditentukan dengan rumus menurut (Nahas, 1988).
Uji substrat lipid yang ditambahkan dalam medium
basal strain terpilih
Uji substrat lipid dilakukan berdasarkan metode
Kulkarni (2002). Substrat lipid yang akan ditambahkan
pada medium basal, diemulsifikasi terlebih dahulu
dengan polivinil alkohol (PVA). Emulsi minyak 20% (v
v) dibuat dengan mencampurkan substrat lipid dan
larutan PVA (2% g/v) dengan perbandingan 1:4. Emulsi
dihomogenkan dalam shaker 150 rpm selama satu jam
dandisterilisasidenganautoklaf 121°C, 15menit. Emulsi
substrat lipid ditambahkan ke medium fermentasi yang
berisi medium basal dengan konsentrasi akhir substrat
lipid 2% (v/v). Sebanyak 0,2 ml suspensi spora (1,4 -
2,67 x 106spora/ml) diinokulasi ke dalam medium
fermentasi, dan diinkubasikan dalam shaker incubator
pada suhu ruang (27-30°C) dan kecepatan pengocokan
110 rpm. Penghitungan biomassa kering, pH dan
aktivitas lipolitik dilakukan pada jam ke 24,48 dan 72.
Tabel 1. Sepuluh biakan microRhizopus koleksi UICC yang diteliti.
No
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Nama species
Rhizopus microsporus var. microsporus van
Tieghem UICC 15
Rhizopus oligosporus Saito UICC 17
Rhizopus oligosporus Saito UICC 78
Rhizopus oligosporus Saito UICC 509
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis (Cohn)
Schipper & Stalpers UICC 520
Rhizopus microsporus var. chinensis (Saito)
Schipper & Stalpers UICC 521
Rhizopus microsporus var. microsporus van
TiegehmUICC 531
Rhizopus microsporus var. oligosporus (Saito)
Schipper & Stalpers UICC 549
Rhizopus microsporus var. oligosporus (Saito)
Schipper & Stalpers UICC 550
Rhizopus microsporus var. oligosporus (Saito)
Schipper & Stalpers UICC 551
Asal
Tempe kedelai, Yogyakarta
Tempe gembus, Yogyakarta
Tempe kapok, Mojokerto
Bedak dingin, Mustika ratu
Daun waru, Manado
Tempe kedelai, Aceh
Tempe kedelai, Balikpapan
Tempe kedelai, Palu
Tempe kedelai, Maumere NTB
Tempe kedelai, Riau
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Gambar 1. Aktivitas lipolitik sepuluh biakan Rhizopus setelah inkubasi 24,48, dan 72 jam
Gambar 2. Berat biomassa sepuluh biakan Rhizopus pada inkubasi 24, 48, dan 72 jam
Setiap perlakuan dilakukan tiga kali (triplo).
PENGUKURAN AKTIVITAS LIPOLITIK
Penentuan aktivitas lipolitik
Aktivitas lipolitik ditentukan dengan cara titrasi
menurut metode Samad et al. (1990). Substrat minyak
zaitun diemulsikan terlebih dahulu, dengan
menambahkan 1% (b/v) PVAke dalam minyak zaitun
50% (v/v) kemudian ditambahkan sedikit demi sedikit
bufer fosfat pH 7,5, 50 % (v/v) sambil dikocok. Emulsi
dihomogenkan dengan shaker 150 rpm, selama minimal
satu jam.
Substrat sebanyak 2,5 ml yang telah diemulsikan
ditambah dengan 1 ml filtrat enzim dan 20 µl CaCl2 0,02M.
Campuran tersebut diinkubasi dalam water bath shaker,
pada suhu 35° C selama 30 menit, kecepatan
pengocokan 120 rpm. Sebanyak 3,5 ml campuran etanol
dan aseton p.a (1: 1) ditambahkan pada substrat setelah
inkubasi untuk menghentikan kerja enzim. Selanjutnya
ditambahkan tiga tetes larutan fenolftalein 1% dan
dititrasi dengan larutan NaOH yang telah
distaridarisasi. Satu unit (U) aktivitas lipase
didefinisikan sebagai sejumlah enzim yang
membebaskan 1 µmol asam lemak per menit pada
kondisi pengujian.
HASIL
Penapisan aktivitas lipolitik sepuluh biakan Rhizopus
Aktivitas lipolitik sepuluh biakan Rhizopus,
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Gambar 3. pH medium sepuluh biakan Rhizopus pada inkubasi 24,48, dan 72 jam
pada tiga waktu inkubasi dapat diihat pada Gambar 1.
Berat biomassa disajikan pada Gambar 2, sedangkan
Gambar 3 menunjukkan perubahan pH medium
fermentasi kesepuluh biakan yang diuji dalam tiga
waktu inkubasi yaitu pada 24,48 dan 72 jam.
Aktivitas lipolitik sepuluh biakan yang diuji
Rhizopus microsporus var. microsporus UICC 15
Aktivitas lipolitik R.microsporus var.
microsporus UICC 15 pada jam ke 24,48 dan 72 masing-
masing adalah 1,05 U/ml, 1,65 U/ml, 0,63 U/ml, tertinggi
pada jam ke 48 dan terendah pada jam ke 72. Berat
biomassa pada jam ke 24, 48 dan 72 masing-masing
adalah 410,3,320,7 dan 132,0 mg/20 ml medium. Berat
biomassa tertinggi dicapai pada jam ke 24.
Rhizopus oligosporus UICC 17
Aktivitas lipolitik R. oligosporus UICC 17 pada
tiga waktu inkubasi 24,48 dan 72 jam masing-masing
adalah 1,37,0,88 dan 0,72 U/ml. Aktivitas lipolitik dan
berat biomassa tertinggi (299,7 mg/20 ml medium)
dicapai pada jam ke 24. Seperti halnya aktivitas lipolitik,
berat biomassa R. oligosporus UICC 17pada jamke48
(258 mg/20 ml medium) dan ke 72 (172 mg/20 ml medium)
lebih rendah dari jam ke 24.
Rhizopus oligosporus UICC 78
Aktivitas lipolitik R. oligosporus UICC 78 pada
tiga waktu inkubasi 24,48 dan 72 jam masing-masing
adalah 2,41, 1,62 dan 1,30 U/ml. Aktivitas lipolitik
tertinggi pada jam ke 24, sedangkan berat biomassa
tertinggi dicapai pada jam ke 48. Berat biomassa R.
oligosporus UICC 78 berturut-turut adalah 206,0, 269.1
dan 218,3 mg/20 ml medium.
Rhizopus oligosporus UICC 509
Aktivitas lipolitik tertinggi untuk R.
oligosporus UICC 509 adalah pada jam ke 24 (1,76 U
ml). Aktivitas lipolitik pada jam ke 48 lebih rendah yaitu
1,41 U/ml dan 0,51 U/ml padajam ke 72. Berat biomassa
tertinggi (371,1 mg/20 ml medium) juga dicapai pada
jam ke 24 dan lebih rendah padajam ke 48 danjam ke 72
yaitu 238,0 dan 180,3 mg/20 ml medium.
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis UICC 520
Biakan R. microsporus var. rhizopodiformis
UICC 520 memiliki aktivitas lipolitik tertinggi di antara
ke sepuluh biakan Rhizopus sp. yang diuji pada jam
ke 24 (4,52 U/ml). Aktivitas lipolitiknya lebih rendah
pada jam ke 48 (1,16 U/ml), tetapi tinggi pada jam ke 72
(3,16 U/ml). Berat biomassa R. microsporus var.
rhizopodiformis UICC 520 tertinggi (287,0 mg/20 ml
medium) pada jam ke 48, saat aktivitas lipolitiknya
terendah di antara tiga waktu inkubasi. Berat biomassa
pada jam ke 24 adalah 202,7 mg/20 ml medium dan
219,5 mg/20 ml medium padajam ke 72.
Rhizopus microsporus var. chinensis UICC 521
Aktivitas lipolitik R. microsporus var. chinensis
UICC 521 tertinggi (2,17 U/ml) padajam ke 24. Pada
jam ke 48 dan ke 72 aktivitas lipolitik lebih rendah yaitu
1,69 U/ml dan 1,64U/ml. Berat biomassa (282,1 mg/20
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ml medium) dan aktivitas lipolitik tertinggi (2,17 U/ml)
dicapai bersamaan pada jam ke 24. Berat biomassa
lebih rendah pada jam ke 48 (235,0 mg/20 ml medium)
dan terendah padajam ke 72 (151,4 mg/20 ml medium).
Rhizopus microsporus var. microsporus UICC 531
Aktivitas lipolitik R. microsporus var.
microsporus UICC 531 padajam ke 24, 48 dan 72
masing-masing adalah 0,94 U/ml, 1,2 U/ml dan 0,93 U/
ml, sedangkan berat biomassanya masing-masing
323,8, 383,7 danl63,9 mg//20 ml medium. Aktivitas
lipolitik dan berat biomassa tertinggi strain R.
microsporus var. microsporus UICC 531 dicapai pada
jamke48.
Rhizopus microsporus var. oligosporus UICC 549
Aktivitas lipolitik R. microsporus var.
oligosporus UICC 549 tertinggi (4,3 U/ml) padajam ke
48. Aktivitas lipolitik padajam 24 lebih rendah (1,26 U/
ml) dan jam ke 72 (1,18 U/ml) merupakan aktivitas
lipolitik terendah. Berat biomassa tertinggi dicapai pada
jam ke 24 (405,5 mg), sedangkan padajam ke 48 dan 72
berat biomassa lebih rendah yaitu 287,1 dan 128,1 mg/
/20 ml medium.
Rhizopus microsporus var. oligosporus UICC 550
Aktivitas lipolitik R. microsporus var.
oligosporus UICC 550 adalah 2,58 U/ml tertinggi pada
jam ke 24 dan berat biomassa 240,9 mg/20 ml medium.
Aktivitas lipolitik padajam ke 48 lebih rendah (0,93 U/
ml) dari jam ke 24, pada saat berat biomassa tertinggi
(291,6 mg/20 ml medium). Aktivitas lipolitik padajam
ke 72 (1,73 U/ml) lebih tinggi dari aktivitas lipolitikjam
ke48. Berat biomassa pada 24 jam adalah 240,9 mg/20
ml medium dan padajam ke 72 adalah 156,7 mg//20 ml
medium.
Rhizopus microsporus var. oligosporus UICC 551
Aktivitas lipolitik tertinggi untuk R.
microsporus var. oligosporus UICC 551 adalah 1,6 U/
ml padajam ke 24. Aktivitas lipolitik pada dua waktu
inkubasi lain yaitu 48 dan 72 j am adalah 1,58 U/m dan
1,46 U/ml. Berat biomassa padajam ke 24 adalah 274,0
mg/20 ml medium, sedangkan berat biomassa tertinggi
dicapai padajam ke 48 (312,5 mg/20 ml medium). Berat
biomassa terendah dicapai padajam ke 72 (186,8 mg/
20 ml medium).
Perubahan pH medium penapisan aktivitas lipolitik
selama fermentasi
Perubahan pH medium (pH awal 6,0) untuk
kesepuluh biakan yang diuji bergeser ke arah basa
(Gambar 3) dan padajam ke 72 medium menunjukkan
pH paling basa (8,1- 8,7).
PEMBAHASAN
Gambar 1, menunjukkan bahwa kesepuluh
biakan yang diuji memiliki aktivitas lipolitik dengan
tingkat yang bervariasi. Aktivitas lipolitik maksimal
setiap biakan, dicapai dalam waktu inkubasi yang tidak
selalu sama. Tujuh biakan menunjukkan aktivitas
lipolitik tertingginya dicapai padajam ke 24 seperti R.
oligosporus UICC 78, R. oligosporus UICC 17, untuk
R. oligosporus UICC 509, R. microsporus var.
rhizopodiformis UICC 520, R. microsporus var.
chinensis UICC 521,/?. microsporus var. oligosporus
UICC 550 dan R. microsporus var. oligosporus UICC
551. Tiga biakan R. microsporus var. microsporus UICC
15, R. icrosporus var. oligosporus UICC 549 dan R.
microsporus var. microsporus UICC 531, aktivitas
lipolitik tertingginya dicapai padajam ke 48 jam.
Pada jam ke 72 semua biakan menunjukkan
aktivitas lipolitik yang terendah, kecuali biakan R.
microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 dan R.
microsporus var. oligosporus UICC 550. Aktivitas
lipolitik kedua biakan tersebut, kembali meningkat pada
jam ke 72 (UICC 520 = 3,16 U/ml dan R. microsporus
var. oligosporus UICC 550 = 1,73 U/ml), meski tidak
setinggi aktivitas lipolitik padajam ke 24 (UICC 520 =
4,52 U/ml dan R. microsporus var. oligosporus UICC
550 = 2,58 U/ml). Fenomena tersebut mungkin
disebabkan oleh kondisi fermentasi yang tidak
mendukung produksi lipase pada sistem yang dipanen
pada jam ke 48, seperti faktor ketersediaan oksigen.
Elibol dan Ozer (2002) melaporkan produksi lipase dari
R. arrhizus sangat tergantung pada ketersediaan
oksigen. Ketersedian oksigen dipengaruhi oleh efek
dari agitasi dan aerasi selama fermentasi.
Mikroorganisme lain tidak mengalami kenaikan aktivitas
lipolitik pada jam ke 72. Hal demikian mungkin
disebabkan perbedaan respon setiap mikroorganisme
akibat perbedaan sifat fisiologi, morfologi dan sekaligus
menunjukkan bahwa setiap mikroorganisme memiliki
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kebutuhan oksigen yang berbeda untuk
mempertahankan fungsi fisiologi (Allonso et al, 2005).
Kemungkinan kedua, terjadi proses degradasi
kembali lipase ekstraselular yang telah diproduksi oleh
sel-sel mikroorganisme (self consumption) pada jam
ke 48 akibat kondisi populasi tinggi (291 mg/20 ml
medium), sedangkan pada jam ke 72 kondisi populasi
sel lebih rendah (156,7 mg/20 ml medium). Pada saat
tersebut, waktu fermentasi sudah melampaui fase
stasioner (jumlah populasi sel menurun) sehingga self
consumption kemungkinan tidak terjadi; selain itu,
kemungkinan sebagian sel telah mengalami lisis dan
lipase intraselular dilepaskan dalam medium menjadi
satu dengan lipase ekstraselular (aktivitas lipolitik
tinggi). Dua biakan dengan aktivitas yang tinggi pada
jam ke 24 berturut-turut adalah R. microsporus var.
rhizopodiformis UICC 520 berasal dari daun waru di
daerah Manado, dan ft microsporus var. oligosporus
UICC 550 berasal dari tempe kedelai di daerah Maumere-
NTT.
Gambar 2 dan Gambar 3 menunjukkan bahwa
peningkatan aktivitas lipolitik tidak selalu disertai
dengan kenaikan berat biomassa. Peningkatan aktivitas
lipolitik biakan R. microsporus var. microsporus UICC
15, R. oligosporus UICC 78, R. microsporus var.
rhizopodiformis UICC 520, R. microsporus var.
oligosporus UICC 549, R. microsporus var. oligosporus
UICC 550 dan R. microsporus var. oligosporus UICC
551, tidak seiring kenaikan berat biomassanya;
sedangkan aktivitas lipolitik biakan R.oligosporus
UICC 17, R. oligosporus UICC 509, R. microsporus
var. chinensis UICC 521 dan R. microsporus var.
microsporus UICC 531 seiring dengan bertambahnya
berat biomassa. Aktivitas lipolitik yang tinggi tidak
selalu dicapai pada saat berat biomassa mencapai
maksimal. Nahas (1988) melaporkan, bahwa produksi
miselium (biomassa) dan lipase oleh mikroorganisme
sangat berbeda-beda dalam kondisi pertumbuhan yang
bervariasi; dalam penelitiannya R. oligosporus
menunjukkan aktivitas lipolitik yang rendah, walaupun
berat biomassa tinggi. Penelitian yang dilakukan oleh
Macris et al. (1996), produksi maksimal lipase
ekstraselular Aspergillus niger dicapai pada saat
biomassa mencapai berat maksimal.
Hasil penapisan juga menunjukkan bahwa
kesepuluh biakan Rhizopus memproduksi enzim
lipolitik konstitutif. Enzim konstitutif adalah enzim yang
selalu diproduksi oleh sel-sel mikroorganisme tanpa
tergantung pada komposisi medium pertumbuhannya.
Enzim konstitutif diproduksi dalam jumlah kecil dan
tidak dikontrol secara langsung oleh lingkungannya
(Madigan et al., 2000). Besar aktivitas lipolitik
kesepuluh strain yang bervariasi membuktikan bahwa
setiap mikroorganisme dapat memberi respon yang
berbeda terhadap medium yang sama. Davranov dan
Khalameizer (1997) juga melaporkan hal yang sama,
sehingga menurutnya penelitian terhadap kondisi
pertumbuhan setiap mikroorganisme untuk mendapat
produksi lipase yang baik perlu dilakukan.
Produksi lipase sangat dipengaruhi oleh jenis
dan konsentrasi sumber nitrogen dan karbon, pH
medium, temperatur pertumbuhan, konsentrasi garam
terlarut dan konsentrasi oksigen terlarut. Sumber
karbon, nitrogen dan oksigen merupakan faktor yang
paling menentukan produksi enzim suatu
mikroorganisme (Madigan et al., 2000; Elibol dan Ozer,
2002).
Gambar 3 menunjukkan perubahan pH medium
sepuluh strain bergeser ke arah lebih basa dengan
bertambahnya waktu inkubasi. Adanya perubahan pH
ke arah basa selama terjadinya proses fermentasi,
kemungkinan disebabkan oleh senyawa-senyawa basa
seperti ammonium (NH3) yang dilepaskan dalam
medium sebagai hasil degradasi pepton dan asam amino
yang terkandung dalam medium basal yang berisi
bakto-pepton sebanyak 5% (g/v). Menurut Allonso et
al. (2005) asam-asam amino bebas dalam medium,
selanjutnya juga akan mengalami deaminasi menjadi
senyawa ammonium. Pepton adalah senyawa larut air
yang diperoleh dari daging tidak berlemak atau bahan-
bahan protein lain seperti otot jantung, kasein, fibrin
atau tepung kedelai yang didegradasi terlebih dahulu
oleh enzim proteolitik seperti pepsin, tripsin atau papain.
Kandungan utama dari bakto-pepton adalah pepton,
asam-asam amino, berbagai garam anorganik seperti
pospat, magnesium dan potassium (Madigan et al.,
2000).
KESMPULAN
Sepuluh biakan Rhizopus koleksi UICC
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menunjukkan aktivitas lipolitik dalam medium basal
yang mengandung pepton 5% dan glukosa 1% (g/v).
Dua biakan yang memiliki aktivitas lipolitik tertinggi di
antara sepuluh biakan yang diuji berturut-turut adalah
R. microsporus var. rhizopodiformis UICC 520 (4,52 U/
ml) dan R. microsporus var. oligosporus UICC 550 (2,58
U/ml) pada jam ke 24.
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